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論文の内容の要旨
(自的)
肝虚血再濯流障害の原因は、 Kupffer細胞の活性化、さらに、好中球と類源内皮細抱の相互作用による微
小循環の障害が考えられている。以前に田村氏の属する研究グループは、虚血再濯流後の早期では、 Kupffer
細胞の存在のもとに血小板が類洞内皮へ謬着し、虚血再潅流障害の誘因となることを報告した。このように
Kupffer細胞が虚血再潅流樟害において重要な役割を担っていると推測されるが、これまでznVLVOの実験系
において Kupffer細胞の動態を捉えた研究はない。本研究では、生体蛍光顕微鏡システムを用いて肝類溺内
における Kl中島r細胞の動態を観察し、虚血再謹流後早期の Kupffer細胞と血小板の相互作用、また、その
意義について検討した。
(対象と方法)
Sprague-Dai w ley雄ラットを非虚血群と虚血群に分け、虚血群では、さらに、車小板の虚迦再瀧流障害へ
の影響を検討するために anti-ratplatelet serumを用いた血小板減少群を設定した。 Kup百er細胞は蛍光色素封
入リボソームを虚血 60分前に頚動脈カテーテルより投与することで蛍光標識し、また、血小板は
Rhodamine6Gを用いて蛍光標識した。 20分の全肝虚血を施行し、虚血前および再潅流後 30、60、120分時
に 1X 10B偲の蛍光標識血小板を投与し、その類部内の動態を観察したo Kup百er細胞と血小板の観察は、
励起フィルターを手元で交換することでl奇一視野での観察を可能とした。非虚血群では肝虚鹿以外の操作を
施行した。組織学的評価はHE染色およびTUNEL染色で施行した。また、上記観察待問毎に肝障害の指標
である肝酵素を測定した。さらに、再濯流後早期における Kup百er細胞と血小板の類源内動態を観察するた
めに、再濯流後 30分の肝組織の罰定標本を透過電子顕微鏡にて観察した。
(結果)
Kupffer細胞は雨群において zone1 (門脈領域)を中心に分布し、血流再開後 120分間にわたり安定して
観察することが可能であった。類洞内皮に謬着する血小板数は非虚血群で、は一定数で、あったが、最血群では
観察時間において有意に増加した。類洞内血小板の約 50%はKup宜er細抱と付着するような部位において、
785 
類洞内皮に謬着することが判明した。組織学的評価では虚血群では、 Kup百er細胞の多く分布する zone1に
おいて組織障害が強く観察され、 TUNEL染色ではアポトーシスが強く誘導されていた。血小板減少群で、は
組織障害は軽微で、あり、アポトーシスの誘導は認められなかった。さらに、血液生化学検査において、肝逸
脱酵素である ALT値は血小板減少群と比較し虚血群で有意に高い結果を示した。また、電子顕微鏡による
観察像において再潅流後 30分の早期に血小板と Kup旺er縮胞が直接謬着している現象を函像にて確認するこ
とが出来た。
(考察)
これまで肝虚血再濯流障害は、再;韮流後の早期相における Kup在er細胞からのサイトカインの放出、後期
棺における好中球の類洞内皮への穆着現象による好中球エラスターゼの放出により誘導されると報告されて
いた。近年、肝虚血再j墓流障害における Kupffer細胞と血小板の関与が示唆され、所属研究室では、 Kupffer
細胞の存在下、虚血再謹流後のごく早期に血小板が類溺内皮へ穆着し、虚血再j韮流障害の誘因となることを
報告した。しかし、 Kupffer細胞および血小板の類稲内動態を real-timein vivoで観察した報告はな1.t¥。本研
究では、これまで報告されていた再濯流後の経過時間よりさらに早期の段階において、血小板がKupffer細
抱および類潟内皮細胞に直義謬着することを明らかにした。さらに、その肝障害には血小板の存在が不可欠
であることも判明した。再濯流後のごく早期の Kupffer細抱および類源内皮細胞への血小板謬着現象が、 )J干
虚血再濯流障害発症へ強く関与している可能性が示唆された。しかしながら、血小板自体による肝虚血再瀧
流障害への関与は不明な部分が多く、今後の検討課題である。
審査の結果の要旨
本論文の要点は、第一に Kupffer細胞と血小板の肝類源内動態を real-timein vivoで同時に観察することを
可能としたo Ex vivoによる実験系にて、 2種類の蛍光色素を用いることで、血小板やを Kup古er細胞を活性
化することなく蛍光標識し、生体蛍光顕微鏡下の観察システムを観察した点は大いに評価出来る。第二に肝
虚血再潅流後早期相の血小板の Kupffer縮胞および類j河内皮細胞への穆着が、その後の肝虚血再濯流障害に
関連していることを突き止めたことも病態医学的意義は大きいと考える。
今後において、血小板と Kup百er細胞の謬着が非特異的なメカニズムで生じるのか?あるいは、肝虚血再
還流障害の病態では、 Kup百er細胞に表面分子や接着因子などが表出して謬着が生じるのか?また、両者の
謬着により誘導される肝組織障害の発生メカニズムの解明など、これらの周辺に関する研究成果に大いに期
待を寄せたし ¥0
平成 24年 12月28日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもと論文について説明を求め、
関連事項について質疑応答を行い、最終試験を行った。その結果、審査委員全員が合格と判定した。
よって、著者は博士(医学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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